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(57) Abstract: The invention relates to isolated 
pluripotent adult stem cells obtained from exocrine 
glandular tissue, and to methods for isolating and 
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isolierte pluripotente adulte Stammzellen, welche 
aus exokrinem Driisengewebe erhalten wuiden, sowie 
Verfahren zur Isoliemng und Kultivierung dieser 
pluripotenten Stammzellen. 



wo 2005/001072 Al lllllllillllllllilllllllllllllllllllllllllllllllH^ 



KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, 
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NT, NO, NZ, OM, PG, - 
PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, 
TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, 
ZW. 

(84) Bestinunungsstaaten (soweit nichl anders angegeben, fur 
jede veifiigbare regionale Schutzrechtsart): ARIPO (BW, 
GH, GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, 
ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), europaisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, 



EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, U, LU, MC, ML, PL, PT, 
RO, SE, SL SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, 
GN, GQ, GW, ML, MR, NE," SN, TD, TG). 

VerofiTentUcht: 

— mit internationalem Recherchenbericht 

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab- 
kiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") omAnfangjederreguldrenAusgabe der 
PCT-Gazette verwiesen. 



wo 2005/001072 



PCT/EP2004/003810 



Isolierte adnlte pluripotente Stammzellen und Verfahren 
zu deren Isoliermug und Kultivierung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft adulte pluripotente Stammzellen mid Verfahren zu 
deren Isolierung und Kultivierung. 



Hintergrund der Erfindung 

10 

Als Stammzellen werden solche Zellen bezeichnet, welche die Fahigkeit besitzen, sich 
unbegrenzt zu teilen und sich unter geeigneten Umstanden bzw. durch geeignete Stimuli in 
verschiedene Zellarten differenzieren zu konnen. Stammzellen besitzen das Potenzial, sich 
in Zellen mit charakteristischer Gestalt und spezialisierten Funktionen zu entwickeln. 

15 

Aufgrund ihrer unterschiedlich ausgepragten Potenz, sich in verschiedene Zelltypen zu 
differenzieren, unterscheidet man bisher embryonale von adulten Stammzellen. Es besteht 
die allgemeine Ansicht, dass mit der Entwicklung von der befruchteten Eizelle uber das 
embryonale Stadium bis zum adulten Organismus die Potenz der Stammzellen abnimmt. 
20 Dieser Eigenschaft entsprechend wird die befiiichtete Eizelle als totipotent, embryonale 
Stammzellen als pluripotent und adulte Stammzellen als multipotent bezeichnet. 

Totipotente ZeUen sind Zellen, aus denen sich ein voUstandiger Organismus entwickebi 
kann; dazu zahlen neben der befinichteten Eizelle auch die Zellen der fiiihen embryonalen 
25 Phase. Unter Pluripotenz versteht man, dass die typischerweise aus der inneren Zellmasse 
von disaggregierten Blastozysten gewonnenen embryonalen Stammzellen in der Lage sind, 
sich in Zellen aller drei Keimblatter - Mesoderm, Endoderm und Ektoderm - zu 
differenzieren. 



30 



Adulten Stammzellen hingegen wird nach bisheriger Lehrmeinung nur eine Multipotenz 
zugesprochen, d.h. dass eine Differenzierung in nur geringerem Umfang stattfinden kann. 
So soUten gewebespezifische Stammzellen nur zur Differenzierung in Zellen desselben 
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Gewebetyps in der Lage sein. In den letzten Jahren musste diese Auffassung zximindestens 
teilweise korrigiert werden, da Untersuchungen mit adulten Stammzellen, die z.B. aus dem 
Knochenmark (WO 02/064748) oder aus regenerativem Gewebe (WO 02/057430) erhalten 
worden waren, belegen, dass unter bestimmten Bedingungen, z.B. Transplantation in ein 
5 Zielgewebe, Kultivierung auf einem Feeder Cell Layer und/oder Kultivierung in 
Gegenwart spezieller Wachstumsfaktoren, auch die Differenzierung einzelner Stammzellen 
zu Zelltypen verschiedener Keimblatter erreichbar ist. Allerdings kommen auch diese 
adulten Stammzellen hinsichtlich Selbstemeuerungsvermogen und 
Differenzierungspotenzial den embryonalen Stammzellen noch nicht gleich. Insbesondere 
10 ist die Stabilitat dieser Zellinien bei Langzeitkultivierung nicht gewahrleistet imd die 
Zellen neigen zu spontaner Differenzierung und unter Umstanden auch zur Entartung zu 
Tumorzellen. Femer nimmt die Vermehrungsrate mit langerer Kultivierung deutlich ab. 

Somit besteht in Anbetracht der ethischen Bedenken bezuglich embryonaler Stammzellen 
15 nach wie vor grolJes Interesse an neuen adulten Stammzellen mit moglichst groJJem 
Differenzierungspotenzial und Eigenschaften, die denjenigen der embryonalen 
Stammzellen gleidikommen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zu Grunde, neue adulte Stammzellen 
20 bereitzustellen, die in ihrem Selbstemeuerungsvermogen und Differenzierungspotenzial 
gegeniiber embryonalen Stammzellen keine wesentlichen Unterschiede mehr aufweisen 
und als tatsachlich pluripotent bezeichnet werden konnen. Eine damit verbundene Aufgabe 
ist die Bereitstellung neuer und besonders einfacher Verfahren zur Isolierung und 
Kultivierung von adulten pluripotenten Stammzellen und davon abgeleiteter differenzierter 
25 Zellen. Ein weitere damit verbundene Aufgabe ist die Bereitstellung neuer 
pharmazeutischer Zusammensetzungen und Verfahren zur Behandlung verschiedener 
Krankheitszustande unter Verwendung pluripotenter adulter Stammzellen. 

Diese Aufgaben werden erfindungsgemaB gelost durch die Bereitstellung isolierter pluripo- 
30 tenter adulter Stammzellen, welche aus exokrinem Driisengewebe erhalten wurden, und die 
erfindungsgemaBen Verfahren zur Isolierung und Kultivierung dieser Stammzellen und 
davon abgeleiteter differenzierter Zellen sowie durch die Bereitstellung von pharmazeuti- 
schen Zusammensetzungen und Behandlungs verfahren unter Verwendung der erfindungs- 
gemaBen Stammzellen bzw. davon abgeleiteter differenzierter Zellen. 
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Beschreibimg der Erfindung 

Adulte Stammzellen mit unterschiedlichem Differenzierungspotenzial wurden bereits in 
zahkeichen Geweben gefimden. Es wurden auch schon mutmaBliche Stammzellen aus dem 
endokrinen insulin-produzierenden Driisengewebe des Pankreas isoliert, wohingegen 
bisher noch nie aus irgendeinem exokrinen Driisengewebe Zellen isoliert wurden, die als 
Stammzellen charakterisiert warden konnten. 

Es ist daher ausgesprochen uberraschend, dass das erfindungsgemaBe Verfahren unter 
erstmaliger Verwendung von exokrinem Driisengewebe auf besonders einfache Weise die 
Herstellung adulter Stammzellen ennoglicht, die hinsichtlich ihres Selbstemeuerungs- 
vermogens und ihres Differenzierungspotenzials gegeniiber embryonalen Stammzellen 
keine wesentlichen Unterschiede mebr aufweisen und als pluripotent zu bezeichnen sind. 

Das als Ausgangsmaterial verwendete exokrine Driisengewebe stammt vorzugsweise von 
einem Wirbeltier, z.B. einem Fisch, Amphibium, Reptil, Vogel oder Sauger, besonders 
bevorzugt von einem Primaten, insbesondere einem Menschen. 

Das erfindungsgemaB verwendete exokrine Drusengewebe kann von einem erwachsenen 
Organismus, juvenilen Organismus oder nicht-humanen fotalen Organismus, vorzugsweise 
einem post-natalen Organismus, stammen. Der Begriff "adult", wie in der vorliegenden 
Anmeldung verwendet, bezieht sich somit auf das Entwicklungsstadium des Ausgangs- 
gewebes und nicht auf dasjenige des Donororganismus, aus dem das Gewebe stammt. 
"Adulte" Stammzellen sind nicht-embryonale Stanmizellen. 

Vorzugsweise wird das exokrine Drusengewebe aus einer Speicheldriise, Tranendriise, 
Talgdriise, Schweifidriise, aus Driisen des Genitaltrakts, einschliemich Prostata, oder aus 
gastro-intestinalem Gewebe, einschlieBlich Pankreas, oder sekretorischem Gewebe der 
Leber isoliert. In einer stark bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich dabei urn 
acinares Gewebe. Ganz besonders bevorzugt stammt das acinare Gewebe aus dem 
Pankreas, der Obrspeicheldriise oder Unterkieferspeicheldruse. 
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Die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren bereitgestellten Stammzellen sind leicht zu 
isolieren und in einer stabilen Langzeitkultur ohne Feederzellschicht oder spezielle Zusatze 
im undifferenzierten Zustand zu halten. Der BegriflfFeederzellen, wie in der voriiegenden 
Arnneldung verwendet, umfesst alle Zellen, die das Wachstum der eigentlich zu 
S kultivierenden Zellen dadurch fordem, dass sie Wachstumsfaktoren firdsetzen und/oder 
eine extrazellulare Matrix bereitstellen, bzw. die Differenzierung der Stammzellkultur 
verhindem. 

In Stammzellkulturen der Erfinder haben die Zellen nach bisher mehr als 25 Passagen xiber 
10 ein Jahr lang ihre Fahigkeit zur Selbstemeuerung und uneingeschrankten Teilung behalten 
und die Kulturen sind weiterhin stabil. Nur ein sehr kleiner Teil der Stammzellen (ca. 3 %) 
differenziert spontan und wird bei einem Mediumwechsel problemlos mit dem alten 
Medium abgetrennt. 

15 Dariiber hinaus konnen die so produzierten Stammzellen bei der Temperatur des fliissigen 
Stickstoffe eingefroren gelagert werden und behalten ihre Differenzierbarkeit und Vitalitat 
unverandert bei. 

Die erfindungsgemaBen adulten Stammzellen konnen ohne Zusatz spezieller Wachstums- 
20 Oder Differenzierungsfaktoren auf einfache Weise zur Differenzierung angeregt werden, 
indem sie unter raumlichen Bedingungen kultiviert werden, welche fur einen 
dreidimensionalen Kontakt der Zellen sorgen. hi einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind 
diese Bedingungen die Kultivierung in hangenden Tropfen, wie sie fiir embryonale 
Stammzellen bereits beschrieben wurde (Wobus et al., Biomed. Biochim. Acta 47:965-973 
25 (1988). Dieses Verfahren wird nachfolgend in den Beispielen noch naher beschrieben. Es 
versteht sich jedoch, dass altemative Rultivierungsverfahren, die fur den gewiinschten 
dreidimensionalen Kontakt der Zellen sorgen und dem Facbmann bekannt und verfugbar 
sind, ebenso verwendet werden konnen. Beispiele fiir solche altemativen Verfahren sind 
die Kultivierung in bewegter Suspensionskultur, die Kultivierung in einem elektro- 
30 magnetischen Feldkafig oder Laser-Tweezer oder die Kultivierung auf Oberflachen, an 
denen die Zellen nicht oder schlecht haften. Solche Oberflachen konnen z.B. Glas, 
Polystyrol oder nait einer Anti-Adhasionsschicht behandelte Oberflachen, z.B. PTFE- oder 
Poly-HEMA-beschichtete Oberflachen, sein. 
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Unter diesen Bedingungen entwickeln sich spontan dreidimensionale Zellverbande oder 
Zellaggregate, welche vom Erfinder in Anlehnung an bereits fur embryonale Stammzellen 
beschriebene "embiyoid bodies" als "organoid bodies" oder organoide Korper bezeichnet 
wurden. Diese organoiden Korper oder Organoid Bodies konnen in Suspensionskulturen 
5 oder Adhasionskulturen uberfuhrt und weiter kultiviert werden. Bei ausreichender 
Nahrstoffversorgung wachsen diese organoiden Korper weiter und konnen Durchmesser 
von einigen Millimetem oder mehr erreichen. Diese groBen Organoid Bodies zeigen eine 
gewebeartige Struktur und werden in diesem Stadiim zur Unterscheidung von den 
einfachen Zellaggregaten auch als "Gewebekorper" bezeichnet. 

10 

Bringt man die Organoid Bodies wieder in Oberflachenkultur, entsteht aus auswachsenden 
einzelnen Zellen eine zellulare Monoschicht, aus der Multilayerbereiche hervorgehen, aus 
denen spontan sekundare Organoid Bodies mit vergleichbaren Eigenschaften wie 
denjenigen der primaren Organoid Bodies gebildet werden. Die erfindungsgemaBen 
15 Organoid Bodies konnen z.B. bei der Temperatur des fliissigen Stickstoffs eingefroren 
gelagert werden, ohne ihre Lebens^igkeit, Vermehrungsfahigkeit, Wachstumsfahigkeit 
und Differenzierbarkeit zu verlieren. 

Zellen, welche aus den organoiden Korpem auswachsen oder isoliert werden, konnen in die 
20 verschiedenen Zelltypen aller drei Keimblatter differenzieren. Zur Differenzierung sind 
keine Differenzierungsfaktoren notwendig und die Zellen mussen auch nicht transplantiert 
warden, um zu differenziaren. Es kann jedoch von Vorteil sein, solche 
Differenzierungsfaktoren einzusetzen, um gezielt groBere Mengen eines bestimmten 
Zelltyps herzustellen. Solche Differenzierungsfaktoren sind im Stand der Technik bekannt 
25 md umfassen z.B. bFGF ("basic fibroblast growth factor") zur verstarkten Bildung von 
Herzzellen und Fibroblasten, VEGF ("vascular endothelial growth factor"), DMSO und 
Isoproterenol, Fibroblastenwachstumsfaktor 4 (FGF4), Hepatozyten-Wachstumsfaktor 
(HGF) zur verstarkten Bildung von Herz- und Leberzellen, TGF-betal ("transforming 
growth factor betal") zur verstarkten Bildung von Herzzellen, EGF ("epidermal growth 
30 factor") zur verstarkten Bildung von Haut- und Herzzellen, KGF ("keratinocyte growth 
factor") (machmal zusammen mit Cortison) zur Bildung von Keratinozyten, Retinsaure zur 
verstarkten Bildung von Nerven-, Herz- und Nierenzellen, beta-NGF ("beta nerve growth 
factor") zur verstarkten Bildung von Gehim-, Leber-, Pankreas- und Nierenzellen, BMP-4 
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("bone morphogenic protein 4") \md Activin-A zur Bildung mesodemaler Zellen generell, 
sind jedoch nicht darauf beschrankt. 

Differenzierte Zellen, die aus den erfindungsgemafien pluripotenten Stammzellen erhaltlich 
5 sind, umfessen Knochenzellen (Osteoblasten und Osteoclasten), Chondrozyten, 
Adipozyten, Fibroblasten (z.B. Haut- und Sehnenfibroblasten), Mviskelzellen, 
Endothelzellen, Epithelzellen, hematopoetische Zellen, sensorische Zellen, endokrine und 
exokrine Driisenzellen, Gliazellen, neuronale Zellen, Oligodendrozyten, Blutzellen, 
Darmzellen, Herz-, Lungen-, Leber-, Nieren- oder Pankreaszellen, sind jedoch nicht darauf 
10 beschrankt. 

Die resultierenden differenzierten Zelltypen konnen durch histologische, immunozyto- 
chemische und elektronemnikroskopische Techniken identifiziert und charakterisiert 
werden. 

15 

Die erfindungsgemaBen adulten pluripotenten Stammzellen bzw. davon abgeleiteten 
differenzierten Zellen und organoiden Korper haben ein brdtes Spektrum moglicher 
Anwendungen auf medizinischen und nicht-medizinischen Gebieten. Beispielsweise 
kornien die Zellen einem tierischen oder humanen Patienten verabreicht werden, um eine 
20 Verletzung oder einen Krankheitszustand zu behandeln. 

Der zu behandelnde Krankheitszustand kann jeder Krankheitszustand sein, von dem zu 
erwarten steht, dass er mit Stammzellen erfolgrdch behandelt werden kann. Solche 
Krankheitszustande konnen beispielsweise ein Tumor, etne Lungen-, Leber-, Nieren- 
25 erkrankung, erne Bindegewebserkrankung, dne kardiovaskulare Erkrankung, metabolische 
Erkrankung, neuro-degenerative Erkrankung, Autoimmunerkrankung, Anamie, 
Hamophilie, Diabetes, Ischamie, Entziindung, eine Infektionskrankheit, ein genetischer 
Defekt oder Transplantat-AbstoBung sowie Alterungsprozesse sdn. 

30 Vorzugsweise sind die verabrdchten Zellen autolog, d.h. sie stammen von dem zu 
behandehiden Patienten, um eine Abstofiungsreaktion zu vermdden. Die Behandlung kann 
Z.B, darin bestehen, dass die verabreichten Zellen in vivo differenzieren, um die Funktion 
eines geschadigten oder fehlenden Organs oder Gewebes im Korper eines Patienten zu 
ubemehmen. Das Organ oder Gewebe kann beispielsweise aus Knochenmark, Blut, Milz, 
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Lunge, Niere, Blase, Darm, Gehim, Fettgewebe, Bindegewebe, Muskelgewebe, Herz, 
BlutgefaBen, Pankreas, ZNS, peripherem Nervensystem, Haut, insbesondere 
Schleimhauten, ausgewahlt sein, 

5 In einer bevorzugten Ausfuhrungsfoim starkt die Behandlimg das Inmiimsystein des 
Patienten oder stellt es wieder her. In einer weiteren Ausfuhrungsform besteht die 

Behandlimg darin, dass Blut oder eine andere Korperfliissigkeit eines Patienten auBerhalb 
des Korpers mit den Stammzellen oder davon abgeleiteten Zellen, z.B. Leber- oder 
Nierenzellen, in Kontakt gebracht wird, um z.B. die Korperfliissigkeit von Giftstoffen zu 
10 befreien oder auf andere Weise einer therapeutischen oder diagnostischen Behandlung zu 
unterziehen, und dann die Korperfliissigkeit wieder in den Korper ruckgefShrt wird. 

Die verabreichten erfindimgsgemaBen Stammzellen in einem Behandlungsverfahren 
konnen auch als gefahrloses Vehikel fur ein therapeutisches Agens dienen. Das 
15 therapeutische Agens kann z.B. DNA, RNA, ein Protein oder Peptid oder ein 
niedermolekularer Arzneiwirkstoff sein. 

Insbesondere konnen die Stammzellen gentechnisch manipuliert werden, um bestimmte 
Eigenschaften aufeuweisen, und dann zur Gentherapie eingesetzt werden. Solche 
20 Eigenschaften konnen z.B. verringerte Antigenizitat, Produktion gewunschter DNA, RNA, 
Proteine, fehlende Produktion unerwiinschter DNA, RNA, Proteine, etc. sein. 

Die Verabreichung der Zellen kann nach jedem im Stand der Technik bekannten und fiir 
diesen Zweck geeigneten Verfahren erfolgen. Geeignete Verfahren schlieJJen ein, sind 
25 jedoch nicht beschrankt auf, lokale Injektion, systemische Injektion, parenterale 
Verabreichung, orale Verabreichung oder intrauterine Injektion in einen Embryo. 

In der Kegel werden die zur Behandlung eingesetzten Stammzellen oder davon abgeleiteten 
differenzierten Zellen in einer pharmazeutischen Zusammensetzung vorliegen. Eine solche 
30 Zusammensetzung kann neben den Zellen eine physiologisch annehmbare Matrix oder 
einen physiologisch annehmbaren Trager enthalten. Die Art der Matrix bzw. des Tragers 
wird unter anderem von dem vorgesehenen Verabreichungsweg abhangen. Geeignete 
Matrices bzw. Trager sind im Stand der Technik bekannt. Femer kann die pharmazeutische 
Zusammensetzung gegebenenfalls weitere geeignete Hilfsstoffe oder Wirkstoffe enthalten. 
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Eine weitere mogliche Anwendung ist die Verwendung der Stanunzellen nach einem der 
Anspriiche 1-9, Stammzellkulturen nach einem der Anspriiche 10-13 oder der organoiden 
Koiper nach einem der Anspriiche 15-18 oder der daraus erhaltenen differenzierten Zellen 
5 zur Entwicldmig gewebeabnUcher oder organahnlicher multizellularer Systeme in vitro. In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfassen die multizellularen Systeme dabei 
verschiedene Zellartea Diese multizellularen Systeme konnen dann beispielsweise 
transplantiert werden oder extrakorporal, z.B. zur Blutwasche oder zur Produktion 
gewiinschta: Substanzen, eingesetzt werden. 

10 

Eine noch weitere mogliche Anwendung ist die Verwendung der Stammzellen nach einem 
der Anspriiche 1-9, Stammzellkulturen nach einem der Anspriiche 10-13 oder der 
organoiden Korper nach einem der Anspriiche 15-18 oder der daraus erhaltenen 
differenzierten Zellen oder multizellularen Systeme als in vj/ro-System zum Testen von 
15 Chemikalien, insbesondere zum Screenen von Arzneiwirkstoffen oder Kosmetika imd/oder 
zur Analyse der Wirkung bekannter oder potenzieller Wirkstoffe oder Giftstoffe oder 
Mutagene auf die jeweiligen Zellen. Diese Wirkung kann beispielsweise eine Veranderung 
des Proliferationsvermogens, Differenzierungsvermogens oder der Lebensfahigkeit der 
Zellen sein. 

20 

Ebenfalls eine mogliche Anwendimg ist die Bereitstellung komplexer zellularer Systeme 
zur Analyse zellularer Interaktionen. 

Eine noch weitere Anwendung ist die Verwendung der aus den Stammzellen erhaltenen 
25 differenzierten Zellen zur Produktion gewiinschter Substanzen in vitro. 

Eine spezielle Anwendung fiir nicht-humane adulte Stammzellen ist die Verwendung der 
adulten Stammzellen oder davon erhaltenen differaizierten Zellen fiir das therapeutische 
oder reproduktive Klonieren. Dabei werden beispielsweise die adulten Stammzellen oder 
30 davon abgeleiteten differenzierten Zellen oder daraus isoUerte Zellkeme in entkemte nicht- 
humane Oozyten eingebracht und die Oozyten unter Bedingungen kultiviert, welche zur 
Entwicklung von Blastozyten fuhren. Aus den Blastozyten konnen dann entweder 
embryonale Stammzellen gewonnen werden, welche in bekannter Weise zur 
Differenzierung in einen gewiinschten Zelltyp veranlasst werden konnen (therapeutisches 
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Klonieren), oder die Blastozyten konnen bis zur Entwicklung eines Embryos gebracht 
werden, der einem weiblichen Tier implantiert und nach der entsprechenden Gestationszeit 
natiirlich geboren werden kann (reproduktives Klonen). 

5 In dner Ausfuhrungsform der Erfindung werden die Stammzellen oder davon abgeleiteten 
Organoid Bodies oder differenzierten Zellen in Form eines Kits bereitgestellt. Ein solcher 
Kit kann die Zellen als seiche oder als pharmazeutische Zusammensetzxing wie oben 
definiert umfassen. Femer kann der Kit weitere Hilfsmittel, z.B. zur Verabreichung der 
Zellen, oder Reagenzien, z.B. Reagenzien zur Kultivierung der Zellen oder diagnostische 

10 Reagenzien, umfassen. 

FIGURENBESCHREIBUNG 

Fig. 1 zeigt schematisch die Kultivierung der Stammzellen in Oberflachenkultur und in 
hangenden Tropfen sowie die Bildung und weitere Kultivierung von organoiden . 
15 Korpem. 

Fig. 2 zeigt den immunhistologischen Nachweis von Epithel- und Driisenzellen mit 
entodermalen Eigenschaften, die aus den erfindungsgemaBen Stammzellen aus 
Ratten-Pankreas hergestellt wurden. Die Zellen wurden mit Antikorpem gegen 
Cytokeratin und Amylase angefarbt. Zusatzlich wurden die Zellkeme mit DAPI 
20 angefarbt. 

Fig. 3 zeigt den immunhistologischen Nachweis von differenzierten Muskelzellen mit 
mesodennalen und Nervenzellen mit ektodermalen Eigenschaften, die aus den 
erfindimgsgemaBen Stanomzellen aus Ratten-Pankreas hergestellt wurden. Die 
Zellen wurden mit Antikorpem gegen a-smooth-muscle-actin (SMA) und 
25 Neurofilament (NF) angefarbt. Zusatzlich wurden die Zellkeme mit DAPI 

angefarbt. 

Fig. 4 zeigt die Expression von Markem neuronaler, glialer und glatter Muskelzellen 
sowie von Amylase und Insulin. 

a,b: PGP 9.5-markierte Nervenzellen zeigen multipolare Auslaufer, welche 
30 zahhreiche Varikositaten zeigen. c,d: das Neurofilament-Ssystem (helle Pfeile, im 

Originalfoto griin markiert) reicht durch das Pericaiyon in die cytoplasmatischen 
Auslaufer. In enger Nachbarschaft liegen GFAP-immunreaktive Gliazellen (dunkle 
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Pfeile, im Originalfoto rot markiert). e,f: a-SMA-markierte Zellen (dunkle Pfeile, 
im Original rot) und NF-markierte Nervenzellen (helle Pfeile, im Original Griin) 
bilden dn primitives neuro-muskulares Netzwerk (e), wobei Kontakte iiber 
betrachtlich lange Entfemungen etabliert werden (f). g: Immunfarbung von GFAP 
(dunkle Pfeile, im Original rot) und NF (helle Pfeile, im Original griin) in 3 Wochen 
alten OB mit Konzentrationen an Nerven- und Gliazellen. h: ImmunSrbung von a- 
SMA (dunkle Pfeile, im Original rot) und NF (helle Pfeile, im Original griin) in 3 
Wochen alten OBs in einem fortgeschrittenen Stadium der Bildung eines neuro- 
muskularen Netzwerks. ij: in Querschnitten von 8 Wochen alten OBs wurden fur 
NF immunreaktive Zellen in direkter Nachbarschaflt von Zellen gefimden, die 
inmiunreaktiv fur of-SMA waren, ahnlich wie in nativen Geweben, k: eine 
Untergruppe von Zellen zeigt eine positive Farbung fur Amylase (helle Pfeile, im 
Original griin). Die Amylase-aifhaltenden Zellen sind kreisformig gruppiert, wie 
anhand der topographischen Anordnung ihrer Keme festgestellt, und speichem das 
exokrine Sekret innerhalb der apikalen Zellpole und zeigen damit moiphologische 
Merkmale von exokiinen pankreatischen Acini. 1: Eine weitere Zelluntergruppe 
enthalt granulare Vesikel mit Immunreaktivitat fiir Insulin. Das endokrine Produkt 
ist nicht homogen verteilt, sondem in einem polaren Muster gespeichert. Die Keme 
sind mit DAPI kontrastgefarbt (im Original blau). 

Fig. 5 zeigt die Expression von extrazellularen Matrixkomponenten und C>tokeratinen. 

a,b: Globulare (a) und fibrillare (b) Speicher von Proteoglycanen ergaben eine 
Farbung mit Aldanblau. c-e: Die globularen (c) und fibrillaren (d) Bereiche sind 
immunreaktiv fiir das Knorpelmatrixprotein KoUagen 11. Dicht verteilte Zellen 
werden neben der sich entwickelnden extrazellularen Matrix beobachtet. Zwei 
individuelle Zellen (e) zeigen eine cytoplasmatische Markierung von KoUagen II. f: 
Zellen, die fur Cytokeratine immunreaktiv sind, sind in Clustem angeordnet. g: 
konfokale Laserscanningmikroskopie eines OB. Die KoUagen Il-Immunreaktivitat 
(dunkle Pfeile, im Original rot markiert) nimmt zur Mitte des OB hin zu. Vigilin- 
immunreaktive ZeUen (helle Pfeile, im Original griin markiert) sind hauptsachlich 
am auBeren Rand des OB lokalisiert, was deren hohe Translationsaktivitat anzeigt. 
Die Keme sind mit DAPI kontrastgefarbt. 
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Fig. 6 zeigt die Transmissionselektroneimukfoskopie differenzierter OB. 

a-c: glatte Muskelzellen mit Myofilamenten. Das Myofilamentsystem erstreckt sich 
uber das Cytoplasma in disseminiertenBundelii (a) und zeigt typische dichte Korper 
(Pfeile) (b). Die Myoblasten zeigen stemKimige Zellauslaufer, die ein verbindendes 
5 Netzwerk bilden (c). d: Zellauslaufer mit einer Ansammlimg von zahkeichen 

Vesikeln kleiner Grofie, die hochstwahrscheinlich Nervenfaservarikositaten 
entsprechen. e: KoUagen- und Retikulumfasem. Das typische gestreifte Muster 
(periodische Banden) von KoUagenfasem ist in langsgeschnittenen Fibrillen 
wahmehmbar. f-h: Sekretorische Zellen zeigen elektrodichte Vesikel. Die Vesikel 

10 nehmen nicht das ganze Cytoplasma ein, sondem sind an einem Zellpol gespeichert 

(f). Haufig kontaktieren sekretorische Zellen einander, um acinusartige Strukturen 
zu bilden (g). Ein Untergruppe von sekretorischen Zellen enthalt Vesikel (Pfeil) die 
Ultrastruktur-Merkmalen von endokrinen Granula entsprechen (h), z.B. Beta- 
Granula von insulinproduzierenden Zellen. 1: Begirin der Ausbildung einer 

15 Epifheloberflache (Pfeil) in acht Wochen alten OBs. j: typische Zellkontakte 

zwischen Keratinozyten und Desmosomen (Pfeile) 

Fig. 7 zeigt schematisch die Hauptstufen der erfindungsgemafien Verfahren zur Isolierung 
und Kultivierung von adulten Stammzellen und zur Gewiimung organoider Korper 
und eines breiten Spektrums differenzierter Zellen daraus. 

20 Fig. 8 zeigt schematisch verschiedene Einzelschritte der erfindungsgemafien Verfahren zur 
Isolierung und Kultivierung von adulten Stammzellen und zur Gewinnung 
organoider Korper. 

Fig. 9 zeigt mikroskopische Aufiiahmen der Stammzellen und organoiden Korper nach 
verschiedenen Einzelschritten der erfindungsgemafien Verfahren zur Isolierung und 
25 Kultivierung von adulten Stammzellen und zur Gewinnung organoider Korper. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden die 
adulten Stammzellen aus acinarem Gewebe erhalten. 

30 Entsprechend dem in Fig. 1 dargestellten Schema wird zur Gewinnung der Zellen acinares 
Gewebe - bevorzugt der Ohrspeicheldriise oder Bauchspeicheldriise (Pankreas) - 
mechanisch und enzymatisch zerkleinert iu Kultur genonunen [Schritt 10 in Fig. 1]. 
Entgegen den Angaben von Bachem et al., Gastroenterol. 115:421-432 (1998), und 
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Grosfils et al., Res. Comm. Chem. Pathol. Pharmacol. 79:99-115 (1993), werden keine 
Gewebeblocke kultiviert, aus denen Zellen auswachsen sollen, sondem unter der 
Bedingung, dass die Zellverbande der Acini weitestgehend intakt bleiben, das Gewebe 
starker zerkleinert. 

5 

Uber mehrere Wochen werden diese Zellen und Zellverbande in KulturgefaBen kultiviert. 
AUe 2-3 Tage wird das Medium gewechselt, wobei alle differenzierten Zellen entfemt 
werden. Bei den in Kultur persistierenden Zellen handelt es sich urn undifferenzierte Zellen 
mit uneingeschrankter Teilungsfahigkeit. 

10 

Ahnliche Zellen sind unter gleichen Bedingungen aus dem Pankreas isoliert und beschrie- 
ben und als eine Art Myofibroblasten bzw. pankreatische Stemzellen bezeichnet werden 
(Bachem et al., 1998). Im Gegensatz zu den Zellen der vorliegenden Erfindung konnte eine 
vmeingeschrankte Teilungsfahigkeit jedoch nicht beobachtet werden. Weiterhin konnten 
15 diese Zellen auch nicht unbegrenzt passagiert werden, ohne an Vitalitat zu verlieren. 

In einem zweiten Schritt [12] werden ungefahr 400 bis 800 Zellen in je 20 \i\ Medium in 
hangenden Tropfen kultiviert. Dazu werden die Tropfen auf Deckel von bakteriologischen 
Petrischalen gegeben, umgedreht und uber die mit Medium gefiUlte Petrischale gelegt, 
20 sodass die Tropfen nach unten hangen. 

Durch diese Art der Kultivierung bilden sich innerhalb von 48 h als "organoid bodies" 
bezeichnete Zellaggregate [14], die fur ungefahr 6 Tage in eine Suspensionskultur 
umgesetzt werden [16]. Die Teilansicht [18] aus Fig. 1 zdgt eine mikroskopische 
25 Aufiiahme eines solchen Organoid Body. . 

Die in Suspensionskultur wachsenden Organoid Bodies bilden neue Organoid Bodies, die 
auch bei Einzelzellen die Bildimg von neuen Organoid Bodies induzieren. Die Zellen sind 
sowohl als Organoid Bodies als auch als Einzelzellen einfiierbar und behalten dabei ihre 
30 Vitalitat und ihr DifFerenzierungspotenzial. 

Die Figuren 2-6 zeigen mikroskopische und elektronenmikroskopische Aufiiahmen von 
differenzierten Zellen, die aus solchen Organoid Bodies erhalten wurden. 
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Dabei koiinte z.B. die Bildung eines neuro-muskularen Netzwerks beobachtet werden: 
Aus OBs erhaltene Zellen exprimierten stark a-SMA ("smootii-muscle-actin") (Fig. 4e-f). 
Die Anwesenheit verbreiteter Biindel von Myofilamenten, welche sich iiber das 
Cytoplasma erstreckten, wurde durch Elektronemnikroskopie bestatigt (Fig. 6a-c). Femer 
5 wurden Zellen identifiziert, welche fiir den pan-Neuronenmarker PGP 9.5 und fur 
Neurofilamente (NF) immimreaktiv waren. Das Neurofilamentsystem reichte vom 
Pericaryon in die radialen cytoplasmatischen Auslaufer (Fig. 4c,d). PGP 9.5- 
immunreaktive Zellen zeigten zahlreiche Varikositaten entlang ihrer verzweigten Auslaufer 
(Fig. 4a,b, 6d) und entsprachen damit typischen morphologischen Merkmalen autonomer 

10 Nervenfasem. Zellen, die fiir GFAP ("glial fibrillary acidic protein") immunreaktiv waren, 
befanden sich in enger Nachbarschafl zu Zellen, die neuronale Marker exprimierten (Fig. 
4c,d). Haufig erstreckten sich die filamentosen Proteine nicht durch das gesamte 
Cytoplasma, sondem waren auf Gebiete neben den Nervenzellen beschrankt. Femer waren 
glatte Muskelzellen und Nervenzellen nicht wiUkurlich verstreut, sonden bildeten 

15 zusammenhangende Netzwerke mit unschwer unterscheidbaren Verbindungen (Fig. 4e,f). 
Nervenfaserauslaufer erstreckten sich uber betrachtUch groBe Entfemungen, um benach- 
barte glatte Muskelzellen als ihre mutmaBlichen Ziele zu kontaktieren. Somit zeigten die 
beiden Zelltypen aufgrund ihrer topographischen Anordnung Merkmale eines primitiven 
neuromuskularen Netzwerks. Bei 3 Wochen alten OBs wurde eine begmnende Bildung von 

20 gewebeahnlichen Strukturen festgestellt (Fig. 4g-j). Hier wurde ein Cluster von 
faserformigen Nervenzellen in Kontakt mit Gliazellen gefunden (Fig. 4g) oder weiter 
entwickelt zu einem dreidimensionalen neuro-muskularen Netzwerk (Fig. 4h), was in 
Querschnitten von 8 Wochen alten OBs bestatigt wurde (Fig. 4i j). 

25 Nachweis der Expression exokriner und endokriner pankreatischer Proteine: 

Immunhistochemische Anfarbungen zeigten, dass zellulare Untergruppen positiv fiir 
Amylase waren (Fig. 4k). Das Immunreaktionssignal war auf klar unterscheidbare Vesikel 
inerhalb des apikalen Cytoplasmas beschrankt. Dariiber hinaus waren die meisten 
Zellcluster, die fiir Amylase immunreaktiv waren, in Kreisen angeordnet, wobei die 

30 sekretorischen Vesikel eine Position zur Mitte hin aufwiesen, welches eine morphologische 
Anordnung ahnlich der von exokrinen Pankreas-Acini ist. Andere zellulare Untergruppen 
zeigten Lmnunreaktivitat fiir Insulin (Fig. 41). Ahnlich wie bei den Amylase-positiven 
Zellclustem, war das sekretorische Produkt in vesikularen Strukturen gespeichert, die an 
eitiem Zellpol konzentriert waren. Die Anwesenheit sekretorischer Zellen wurde durch 
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Elektronenmikroskopie bestatigt, welche dicht verteilte elektrodichte Partikel zeigte, wie 
sie charakteristisch fiir exlaetorische oder inkretorische Funktionen sind (Fig. 6f-h). 

Ebenfalls beobachtet wurde eine Differenzierung in chondrogene Zellen und Epithelzellen: 
5 Nach einer Wachstumsperiode von zwd Monaten zeigten OBs chondrogene Eigenschaften. 
Eine Alcianblaufiirbung offenbarte Bereiche mit hohen Konzentrationen an Proteoglycanen 
(Chondroitinsulfat), die entweder als globulare (Fig. 5a) oder fibrillare (Fig. 5b) 
Ablagemngen vorkamen. Iinmimhistochemische Anfarbungen mit Antikorpem, die gegen 
das Knorpelmatrixprotein KoUagen II gerichtet waren, belegten zusatzlich die chondrogene 

10 Aktivitat innerhalb dieser globularen (Fig. 5c) und fibrillaren (Fig. 5d) Bereiche. Die 
Immunreaktivitat war am hodisten in der Mitte der zellularen Aggregate, die am 
wahrscheinlichsten Bereichen von sich entwickehider extrazellularer Knorpelmatrix 
entsprach. Diese Beobachtung wurde durch konfokale Mikroskopie bestatigt (Fig. 5g): 
wahrend die Menge der KoUagen-Speicher zur Mitte der zellularen Agregate hin zunahm, 

15 waren die Randbereiche durch aktiv translatierende Zellen charakterisiert, wie durch deren 
hohe Vigilin-Expression demonstriert, die gewohnlich bei Zellen mit aktiver 
Translationsmaschinerie, z.B. KoUagen-synthetisierenden Chondrozyten oder in 
Fibroblasten wahrend der Chondroinduktion, geftmden wird. Typische einzelne KoUagen 
Il-translatierende Chondrozyten wurden auch in auswachsenden Zellen von OBs 

20 beobachtet, die eine KoUagen Il-haltige Matrix produzierten, welche die Einzelzellen 
umgab (Fig. 5e). Eine Ultrastruktur-Untersuchung dieser Bereiche konnte klar ein 
Netzwerk von Retikulumfasem und KoUagenfasem zeigen, wobei die letzteren durch ihre 
charakteristisches Bandemnuster identifiziert wurden (Fig. 6e). Einige Zellen exprimierten 
neben mesenchymalen Markem auch mehrere Cj^okeratine, was deren Potenzial zur 

25 Differenzierung in EpithelzeUen anzeigt. Jedoch wurden ZeUen, die fiir Cytokeratine 
immunreaktiv waren, weniger haufig gefunden als ZeUen, die Marker von glatten 
Muskelzellen und Neuronen exprimierten. Typischerweise waren sie in Clustem 
angeordnet, die innerhalb der OBs disseminiert waren (Fig. 5f). Durch 
elektronemnikroskopische Untersuchungen wurden typische Zellkontakte . zwischen 

30 Keratinozyten gefunden (Fig. 6j) und bei 8 Wochen alten OBs wurden EpithelzeUen auf 
der Oberflache gefunden, welche aus dem ZelUculturmedium in die Lufl wuchs. 

Insgesamt konnten bisher z.B. folgende Marker fur spezifische ZeUen positiv getestet 
werden: PGP 9.5 und NF fiir Nervenzellen, S 100 und GFAP fiir GliazeUen, SMA fiir 
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Muskelzellen (bzw. Myofibroblasten), KoUagen Typ II fur Knorpelzellen, Amylase und 
Trypsin fur exokrine Driisenzellen, Insulin fiir endokrine Drusenzellen, Vigilin fur stark 
translatierende Zellen und Cytokeratin fur epidermale Zellen. Neben den licht- 
mikroskopischen Untersuchungen konnten auch elektronenmikroskopisch verschiedene 
5 Zelltypen morphologisch charakterisiert werden, sowie Zell-Zell-Kontakte als Zeichen fur 
zellulare Interaktionen gefimden werden. 

Es wurden bisher u.a. glatte Muskelzellen, Neuronen, Gliazellen, Epifhelzellen, Fettzellen, 
Herzzellen, Nierenzellen, Fibroblasten (z.B. Haut- und Sehnenfibroblasten), Chondrozyten, 
10 endokrine und exokrine Drusenzellen \ind damit Zelltypen aller drei Keimblatter 
nachgewiesen. 

In den folgenden, nicht-beschrankenden Beispielen soil die vorliegende Erfindung naher 
erlautert werden. 



Die allgemeinen Arbeitsanweisungen, wie sie fiir Verfahren zur Kultivierung von 
tierischen Zellen und insbesondere von Saugetierzellen gebrauchlich sind, sind zu 
beachten. Bine sterile Umgebung, in der das Verfehren durchgefuhrt werden soli, ist - auch 
wenn hierzu kdne weitere Beschreibung erfolgt - in jedem Fall einzuhalten. Folgende 
20 Puffer und Medien wurden verwendet: 

HEPES-Stammlosung fpH l.et 2.3 83 g HEPES auf 1 00 ml A. bidest. 



15 



25 



HEPES-Eagle-Medium (pH 7,4) 



90 ml Modified Eagle Medium (MEM) 
10 ml HEPES-Stammlosung 



30 



Isolationsmedium (pH 7,4) 



32 ml HEPES-Eagle-Medium 

8 ml 5% BSA in A. bidest. 

300jil0,lMCaC12 

100 ^1 Trasylol (200.000 KIE) 



Digestionsmedium (pH 7,4) 



20 ml Isolationsmedium 



4 ml Kollagenase (KoUagenase MB 8 von Serya) 



Inkubationsmedium 



Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
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Nahnnedium Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 

DMEM + 4500 mg/1 Glucose " 
+ L-Glutamin 
- Pyruvat 

+ 20 % FKS (inaktiviert) + 1 ml/lOO ml Pen/Strep 

(10000 E/10000 ^g/ml) 

oder 

DMEM + 10 % Eigenplasma + 1 ml/100 ml 
Pen/Strep, 

vor Gebrauch auf 37°C erwannen 

Differenzierungsmedium 380 ml DMEM 

95 ml 30 min bei 54 °C inaktiviertes FKS 
5 ml Glutamin (GIBCO BRL) 
5 ml (3,5 nl B-Mercaptoethanol auf 5 ml PBS) 
5 ml Non-essential amino acids (GIBCO BRL) 
5 ml Penicillin/Streptomycin (GIBCO BRL) 
(10000 E/10000 Jig/ml) 

Statt fi)talem Kalbserum (FKS) im Nahrmedium und Differenzierungsmedium kann 
gegebenenfalls auch Eigenplasma oder, weniger bevorzugt, Eigenserum des Gewebedonors 
verwendet werden. Dies ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn der Gewebedonor mit 
dem spateren Empfanger der Stammzellen oder davon abgeleiteten dififerenzierten Zellen 
identisch ist. Eine seiche autologe Behandlung ist zur Verhinderung einer eventuellen 
Abstofiungsreaktion bevorzugt. 

Das Nahrmedium kann als Basismedium statt des verwendeten DMEM-Mediums auch ein 
anderes fur die Kultivierung von eukaryotischen Zellen, insbesondere Saugerzellen, 
bekanntes, geeignetes Basismedium enthalten, in dem die differenzierten Zellen absterben 
und sich die gewiinschten Stammzellen vermehren. Auch Isolationsmedium, Inkubations- 
medium und Differenzierungsmedium konnen ein anderes ubliches und geeignetes 
Basismedium enthalten. 



Die folgenden Beispiele 1 und 2 beschreiben detailliert zwei ArbeitsprotokoUe zur 
Isolierung und Kultivierung adulter pluripotenter Stammzellen aus acinarem Gewebe des 



wo 2005/001072 



17 



PCT/EP2004/003810 



Pankreas. Beispiel 3 beschreibt ein entsprechendes ProtokoU fur die Isolierung aus 
acinarem und tiibulosem Gewebe der Speicheidriise. 

BEISPIEL 1 

5 1. Praparation des Gewebes und Isolierung der Zellen 

In den Ductus pancreaticus von 2-3 Jahre alten Ratten werden mittels einer Spritze und 
einer stumpfen Kanule bei der Ratte 10 ml Digestionsmedinm langsam und luftblasenfrei 
injiziert. Das gesamte Pankreas wird dadurch aufgeblasen und kann so besser 
herausprapariert werden. Das Pankreas wird dann in ein Becherglas iiberfuhrt und weitere 

10 5 ml Digestionsmediiim dazugegeben. Nachdem man das Fettgewebe und Lymphknoten 
entfemt hat, wird das Gewebe im Becherglas mit einer feinen Schere sehr fein zerkleinert, 
oben schwimmendes Fettgewebe abgesaugt und die Suspension wird abschlieBend 1 min 
mit Carbogen begast (wenn notig wiederholen) und fur 20 min bei 37 °C mit Alufolie 
bedeckt in einem Schiittler bei 200 Zyklen/min inkubiert. Danach saugt man das Medium 

15 vorsichtig ab, zerkleinert emeut mit einer Schere das Gewebe und wascht die 
Gewebestucke zweimal mit je 10 ml Isolationsmedium und gibt wieder 5 ml 
Digestionsmedium zum Gewebe hinzu. 

Nach emeutem Begasen mit Carbogen fur etwa 1 min und Inkubation fur 15 min bei 37 °C 
20 in einem Schiittler bei 200 Zyklen/min werden die Gewebestucke dutch sukzessives 
Aufziehen in jeweils einer 10 ml, 5ml, 2 ml ;md 1 ml Glaspipette zerkleinert und dutch 
einlagiges Filtergewebe gepresst. Die so vereinzelten Zellen werden nun funfmal in 
Inkubationsmedium gewaschen (37 °C), mit Carbogen begast und jedes Mai 5 min bei 90 g 
zentrifugiert. Das zuletzt erhaltene Pellet wird in Inkubationsmedium resuspendiert, begast 
25 und auf Gewebekulturschalen verteilt. 

2. Kultivienmg der Zellen 

Die Gewebekulturschalen mit den isolierten Zellen werden im Brutschrank bei 37''C und 5 
% CO2 kultiviert. Alle 2-3 Tage wird das Medium gewechselt. Dabei werden alle 
30 differenzierten Zellen entfemt. 

Am siebenten Tag in Kultur werden die Zellen mit einer Losung bestehend aus 2 ml PBS, 
1 ml Trypsin und 2 ml Inkubationsmedium passagiert. Dabei losen sich die Zellen vom 
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Boden der Kulturschale. Die Zellsuspension wird 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand 
abgesaugt imd die Zellen in 2 ml Inkubationsmedium resuspendiert, auf eine mittlere 
Zellkulturflasche iiberfuhrt und 10 ml Inkubationsmediimi dazugegeben. Der Medien- 
wechsel erfolgt alle drei Tage. 

5 

Am vierzehnten Tag in Kultur werden die Zellen eraeut, aber diesmal mit 6 ml PBS, 3 ml 
Trypsin wid 6 ml Inkubationsmedium, passagiert. Die Zellsuspension wird 5 Minuten 
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt xmd die Zellen in 6 ml Inkubationsmedium 
resuspendiert, auf 3 mittlere Zellkulturflaschen uberfuhrt und jeweils 10 ml 
10 Inkubationsmedium dazugegeben. 

Die Zellen werden weiter kultiviert und so oft passagiert und ausgesat, bis die Zellen einen 
semikonfluenten bis konfluenten Zustand erreichen. 

15 BEISPIEL 2 

Pankreas-Acini wurden von mannlichen Sprague-Dawley-Ratten (20-300 g) erhalten, die 
narkotisiert (COj) und iiber die dorsale Aorta ausgeblutet worden waren. Eine Kaniile 
wurde trasduodenal in den Pankreasgang eingefiihrt und dem Pankreas wurde von hinten 
10 ml Digestionsmedium, enthaltend HEPES-Eagle-Medium (pH 7,4), 0,1 mM HEPES- 

20 Puffer (pH, 7,6), 70% (Vol/Vol) modifiziertes Eagle-Medium, 0,5 % (VolfVol) Trasylol 
(Bayer AG, Leverkusen, Deutschland), 1 % (Gew.A^ol.) Rinderserumalbumin), 2,4 mM 
CaClj und KoUagenase (0,63 P/mg, Serva, Heidelberg, Deutschland) injiziert. 

Vor der Entfemung wurde der Pankreas von anhaftendem Festgewebe, Lymphknoten und 
25 BlutgefaBen teilweise befreit. Dann wurde gesundes Pankreasgewebe in Digestionsmedium 
abgeholt (bd 20 °C, geringerer StofiEwechsel), das Pankreasgewebe mit dner Schere sehr 
fein zerkleinert, oben schwinmiendes Fettgewebe abgesaugt und die Gewebesuspension 
mit Carbogen (Messer, Krefeld, Deutschland) begast, ohne dass die Diise in das Medium 
mit den Zellen gelangt (Verringerung von mechanischem Strefi) und damit auf pH 7,4 
30 eingestellt. Danach wurde die Suspension in einem 25-ml-Erlenmeyerkolben (mit Alufolie 
bedeckt) unter konstantem Schutteln (150-200 Zyklen pro Minute) bei 37 °C in 10 ml 
Digestionsmedium inkubiert. Nach 15-20 Minuten wurde das oben schwimmende Fett und 
das Medium abgesaugt und das Gewebe wurde emeut zerkleinert und mit Medium ohne 
KoUagenase gespiilt (Vorgang mindestens zweimal wiederholen, vorzugsweise solange bis 
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Zellfraktion transparent), worauf Digestionsmedium zxigegeben und emeut etwa 1 Minute 
lang mit Carbogen begast wurde. Es folgte wiederum eine Digestion mit KoUagenase fiir 
15 Minuten bei 37°C im Schuttler unter Verwendung desselben Puffers. Nach der 
Digestion wurden die Acini dutch sukzessives Hochziehen und Ausstossen durch 10 ml-, 5 

5 ml- und 2 ml-Glaspipetten mit engen Offiiungen dissoziiert und durch ein einlagiges 
Nylonsieb (Polymon PES-200/45, Angst &, Pfister AG, Ziirich, Schweiz) mit einer 
MaschengroBe von etwa 250 |im filtriert. Die Acini wurden zentrifugiert (bei 37°C und 
600-800 UpM in einer Beckman-GPR-Zentrifuge, entspricht etwa 50-100 g) und weiter 
gereinigt durch Waschen in Inkubationsmedium, enthaltend 24,5 mM HEPES (pH 7,5), 96 

10 mM NaCl, 6 mM KCl, 1 mM MgClj, 2,5 mM NaH2P04, 0, mM CaClj, 1 1,5 mM Glucose, 
5 mM Natriumpyruvat, 5 mM Natriumglutamat, 5 mM Natriumfumarat, 1 % (VoLA^ol.) 
modifiziertes Eagle-Medium, 1 % (Gew.A^'ol.) Rinderserumalbumin, mit Carbogen 
aquilibriert und auf pH 7,4 eingestellt. Die Waschprozedur (Zentrifugation, Absaugen, 
Resuspension) wurde fiinfinal wiederholt. Soweit nicht anders angegeben, vdrd bei der 

1 5 obigen Isolierung bei etwa 20 °C gearbeitet. 

Die Acini wurden in Inkubationsmedium resuspendiert und bei 37°C in einer angefeuchten 
Atmosphare mit 5 % CO2 kultiviert. Das acinare Gewebe starb dabei schnell (innerhalb von 
zwei Tagen) ab und die sterbenden differenzierten Zellen losten sich dabei von den 

20 benachbarten Zellen, ohne diese zu schadigen (schonende Isolierung), die nicht 
absterbenden Stammzellen sanken zu Boden und hefteten sich an. Die differenzierten 
Acinizellen sind dazu nicht in der Lage. Das Inkubationsmedium wurde am zweiten oder 
dritten Tag nach dem Aussaen erstmals gewechselt, wobei ein GroBteil der frei 
schwimmenden Acini und acinaren Zellen entfemt wurde. Zu diesem Zeitpunkt batten sich 

25 die ersten Stammzellen bzw. deren Vorlaufer am Boden festgesetzt und begannen sich zu 
teilen. Der Mediumwechsel wurde danach an jedem dritten Tag wiederholt und 
differenzierte acinare Pankreaszellen wurden bei jedem Mediumwechsel entfamt. 

Am siebenten Tag in Kultur wurden die Zellen mit einer Losung bestehend aus 2 ml PBS, 
30 1 ml Trypsin (+ 0,05 % EDTA) und 2 ml Inkubationsmedium passagiert. Dabei losen sich 
die Zellen vom Boden der Kulturschale. Die Zellsuspension wurde 5 Minuten bei etwa 
1000 UpM (Beckmann GPR-Zentrifuge) zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die 
Zellen in 2 ml Inkubationsmedium resuspendiert, auf eine mittlere Zellkulturflasche 
iiberfuhrt und 10 ml Inkubationsmedium dazugegeben. 
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Am vierzehnten Tag in Kultur wurden die Zellen emeut, aber diesmal mit 6 ml PBS, 3 ml 
Trypsin/EDTA und 6 ml Inkubationsmediron, passagiert. Die Zellsuspension wird 5 
Minuten bei 1000 UpM zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 6 ml 
Inkubationsmedium resuspendiert, auf 3 mittlere Zellkulturflaschen iiberfiihrt und jeweils 
10 ml Inkubationsmedium dazugegeben. 

Am Tag 17 erfolgte ein drittes Passagieren auf insgesamt 6 mittlere Zellkulturflaschen und 
am Tag 24 ein viertes Passagieren auf insgesamt 12 mittlere Zellkulturflaschen. Spatestens 
jetzt waren alle primaren Zellen bis auf die Stanunzellen aus der Zellkultur entfemt 

Die Stanunzellen konnen weiter kultiviert werden und so oft passagiert imd ausgesat wie 
gewiinscht. Das Aussaen erfolgt vorzugswdse jeweils in einer Dichte von 2-4 x 10^ 
Zellen/cm^ in Inkubationsmedium. 

BEISPIEL 3 

Die Isolierung und Kultivierung aus exokrinem Gewebe der Ohrspeicheldruse erfolgte 
analog dem Pankreas-ProtokoU mit den folgenden Abweichungen: 

1. Das exokrine Gewebe der Ohrspeicheldruse war eine Mischung von acinarem Gewebe 
und tubulosem Gewebe. 

2. Nachdem Speicheldriisen weniger Proteasen und Amylasen als Pankreas enthalten, ist es 
moglich, das Speicheldriisengewebe vor der Aufarbeitung einige Zeit im Kiihlschrank bei 
etwa 4*'C aufzubewahren, ohne dass das Gewebe zu sehr geschadigt wird. Ln konkreten 
Beispielsfall betrug die Aufbewahrungszeit 15 h und brachte keine nachteiligen Folgen far 
die Isolierung der gewunschtai Stammzellen mit sich. 

Die folgenden Beispiele 4 und 5 beschreiben detailliert zwei ArbeitsprotokoUe zur Her- 
stellung von organoiden Korpem (Organoid Bodies) und differenzierten Zellen. 

BEISPIEL 4 

Die undifferenzierten Zellen werden mit einer Losung aus 10 ml PBS, 4 ml Trypsin, 8 ml 
Differenzierungsmedium abtrypsiniert und 5 Minuten abzentrifugiert. Das resultierende 
Pellet wird so in Differenzierungsmedium resuspendiert, dass sich eine Verdiinnung von 
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3000 Zellen je 100 \A Medium einstellt. AnschlieBend werden die Zellen nochmals gut mit 
einer 3 ml Pipette suspendiert. 

Von bakteriologischen Petrischalen, die vorher mit jeweils 15 ml PBS (37 °C) pro Platte 
5 beschichtet worden sind, wird der Deckel abgenommen und umgedreht. Mit Hilfe einer 
automatischen Pipette werden auf einen Deckel ca. funfzig 20 \il Tropfen gegeben. Der 
Deckel wird dann schnell umgedreht xmd auf die mit Differenzierungsmedium gefullte 
Petrischale gegeben, sodass die Tropfen nach unten hangen. Die Petrischalen werden 
anschlieBend vorsichtig in den Brutschrank gestellt und fur 48 h inkubiert. 

10 

Daraufhin werden die in den hangenden Tropfen aggregierten Zellen, die hier Organoid 
Bodies (OB) genannt werden soUen, aus jeweils vier Deckebi in je eine bakteriologische 
Petrischale mit 5 ml Inkubationsmedium mit 20 % FKS iiberfuhrt und fiir weitere 96 h 
kultiviert. 

15 

Die Organoid Bodies werden nun vorsichtig mit einer Pipette aufgesammelt, und in mit 0,1 
% Gelatine beschichtete Zellkulturgefafie mit Differenzierungsmedium uberfuhrt. In einer 
besonders bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens verwendet man als KulturgefaB mit 
0,1 % Gelatine beschichtete 6 cm Petrischalen, in die 4 ml Differenzierungsmedium 

20 vorgelegt wurde und die anschlieJ3end mit je 6 Organoid Bodies beschickt werden. Bin 
weiteres bevorzugtes KulturgefaB sind mit 0,1 % Gelatine beschichtete Chamber Slides, in 
die 3 ml Differenzierungsmedium vorgelegt wurde und die anschlieBend mit je 3-8 
Organoid Bodies beschickt werden. Daneben konnen auch 24-Mulden-Mikrotiterplatten 
verwendet werden, die mit 0,1 % Gelatine beschichtet wurden und in die je 1,5 ml pro 

25 Mulde Differenzierungsmedium vorgelegt wurde und anschliefiend mit je 4 Organoid 
Bodies beschickt werden. 

Derart kultiviert, ist die Differenzierungsfahigkeit der Zellen in den Organoid Bodies 
aktiviert und die Zellen differenzieren sich in Zellen der drei Keimblatter Mesoderm, 
30 Entoderm und Ektoderm. Die Zellen konnen sowohl als Organoid Bodies als auch als 
einzelne Zellen gelagert und kultiviert werden und behalten ihre Pluripotenz. 
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BEISPIEL 5 

Fiir die Induktion der Differenzierung wurden vorzugsweise Stammzellen nach dem 42. 
Tag der Kultivierung verwendet. Die Verwendung von Stammzellen nach der 3. oder 4. 
Passage oder von Zellen, die bei der Temperatur von flussigem Stickstoff 12-18 Monate 
5 lang gelagert worden waren, war ebenfalls problemlos moglich. 

Zunachst wurden die Zellen in Differenzierungsmedium mit der oben angegebenen 
Zusammensetzung uberfuhrt nnd auf eine Dichte von etwa 3 x lO"* Zellen/ml eingestellt; 
z.B. durch Trypsinbehandlung einer Stammzellkultur in Nahrmedium, S-minutige 
10 Zentrifugation bei 1 000 UpM und Resuspendierung des Pellets in Differenzierungsmedium 
und Verdimnung soweit erforderlich. 

AnschlieUend wurden mit einer 20-[il-Pipette ca. 50 20-^1-Tropfen (600 Zellen/20 ^il) auf 
die Innenseite des Deckels einer bakteriologischen Petrischale gegeben (gestopfte Spitzen) 
15 und die Deckel vorsichtig auf die mit PBS gefiillten Petrischalen gestiilpt, sodass die 
Tropfen nach unten hangen. Fiir jeden Deckel wurde eine neue Spitze verwendet. Die 
Petrischalen wurden anschlieiJend vorsichtig in den Brutschrank gestellt und 48 h lang bei 
37°C inkubiert. 

20 Danach wurden die in den hangenden Tropfen aggregierten Zellen, die Organoid Bodies 
(OB), aus jeweils vier Deckeln in je eine bakteriologische Petrischale mit 5 ml 
Inkubationsmedium mit 20 % FKS iiberfiihrt (Deckel schrag halten vind die OBs mit etwa 
2,5 ml Nahrmedium abspiilen) und fiir weitere 5-9 Tage, vorzugsweise 96 h, kultiviert, 

25 Die Organoid Bodies wurden nun vorsichtig mit einer Pipette aufgesammelt und in mit 0,1 
% Gelatine beschichtete ZellkulturgeiSBe mit Differenzierungsmedium -iiberfiihrt. Die OB 
vermehrten sich nun und wuchsen in zum Teil einzelnen Zelkolonien, die wieder vermehrt, 
vereinzelt und vermehrt werden konnten. In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung 
des Verfahrens wurden als Kulturgefafi mit 0,1 % Gelatine beschichtete 6 cm Petrischalen 

30 verwendet, in die 4 ml Differenzierungsmedium vorgelegt worden war, und diese mit je 6 
Organoid Bodies beschickt. Bin weiteres bevorzugtes Kulturgefafi waren mit 0,1 % 
Gelatine beschichtete Chamber Slides, in die 3 ml Differenzierungsmedium vorgelegt 
wurde und die anschlieiJend mit je 3-8 Organoid Bodies beschickt wurden, imd 
Thermanox-Platten (Nalge None International, USA) fur elektronenmikroskopische 
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Studien. Ein weitere Alternative waren 24-Mulden-Mikrotiterplatten, die mit 0,1 % 
Gelatine beschichtet wurden und in die je 1,5 ml pro Mulde Differenzierungsmedium 
vorgelegt wurde und die anschliefiend mit je 4 Organoid Bodies beschickt wurden. 

5 In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens wurden OBs etwa 7 Wochen lang in 
den gelatine-beschichteten 6-cm-Petrischalen kultiviert und danach wurden einzelne OBs 
mit dem Microdissector (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) nach den Anweisimgen des 
Herstellers ausgeschnitten und dann z.B. auf firische 6-cm-Petrischalen, Chamber Slides 
Oder Thermanox-Platten iiberfiihrt. 

10 

BEISPIEL 6 

Zur Isolierung und Kultivierung von humanen adulten Stammzellen wurde humanes 
Gewebe von erwachsenen Patienten unmittelbar nach einem chirurgischen Eingriff erhalten 
und sofort aufgearbeitet. Aus dem chirurgisch entfemten Gewebe, z.B. Pankreas- oder 
15 Speicheldrusengewebe, wurde gesundes Gewebe abgetrennt und in Digestionsmedium 
aufgenommen. Dieses Gewebe wurde dann analog dem ftir die Ratte beschriebenen 
Protokoll aufgearbeitet und die Stammzellen in analoger Wdse isoUert und kultiviert. 

Falls die Stammzellen spater fur therapeutische Zwecke genutzt werden soUen, sind aus 
20 Sicherheitsgriinden noch verschiedene Bedingungen zu erfiillen, um eine Gefahrdung des 
zu behandelnden Patienten auszuschliefien, insbesondere: 

- Verwendung von humanem Serum, vorzugsweise Eigenplasma des Patienten, an Stelle 
von FKS, erforderlichenfalls Aufreinigung des Serums bzw. Plasmas 

- Ausschluss jeder tierischen Quelle von weiteren Medienzusatzen 

25 - hochste Reinheit aller Substanzen, Sterilitat von Geraten und Umgebung 

- Sterilitat und Reinheit der Stammzellkultur durch mehrmaliges Passagieren der 
Stammzellen und KontroUe auf Kontamination durch Mycoplasmen oder andere 
Mikrorganismen 

- sorgfaltige Uberpriifung des Ausgangsgewebes und der Stammzellen auf Tumorgenizitat. 

30 
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BEISPIEL 7 
Charakterisierung differenzierter Zellen 

1. Immimohistochemie 

Organoid Bodies, die mindestens 3 Wochen lang auf Chamber Slides kultiviert worden 
5 waren, sowie Querschnitte von "Langzeit"-OBs wurden zweimal in PBS gesp"iilt, funf 
Minuten lang mit Methanol:Aceton (7:3), enthaltend 1 g/ml DAPI (Roche, Schweiz) bei 
-20°C fixiert und dreimal in PBS gewaschen. Nach Inkubation in 10%igem normalem 
Ziegenserum bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten wurden die Proben iiber Nacht mit 
primaren Antikorpem bei 4°C in einer Befeuchtungskammer inkubiert. Die primaren 

10 Antikorper waren gegen das Proteingenprodukt 9.5 (PGP 9.5, polyklonaler 
Kaninchenantikorper, 1 :400, Ultraclone, Insel Wight), Neurofilamente (NF-Pan-Cocktail, 
polyklonaler Kaninchenantikorper, 1 :200, Biotrend, Deutschland), a-Smooth-muscle-actin 
(a-SMA, monoklonaler Mausantikorper, 1:100, DAKO, Danemark), gliales fibrillares 
saures Protein (GFAP, monoklonaler Mausantikorper, 1:100, DAKO, Danemark), 

15 KoUagen II (monoklonaler Mausantikorper II-II-6B3, 1:20, Developmental Studies 
Hybridoma Bank, University of Iowa, USA), Vigilin FP3 (1:200, Kiigler et al., 1996), 
Cytokeratine (Pan Cytokeratin, monoklonaler Mausantikorper, 1:100, Sigma, USA), 
Alpha- Amylase (polyklonaler Kaninchenantikorper, 1:100, Calbiochem, Deutschland) und 
Insulin (monoklonaler Mausantikorper, 0,5 g/ml, Dianova, Deutschland) gerichtet. Nach 

20 dreimaligem Spiilen mit PBS wurden Objekttrager 45 Minuten lang bei 37°C mit entweder 
Cy3-markiertem Antimaus-IgG oder FITC-markiertem Antikaninchen-IgG (Dianova), 
beide 1:200 verdiinnt, inkubiert. Die Objekttrager wurden dreimal in PBS gewaschen, mit 
Vectashield Mounting Medium (Vector, USA) beschichtet und mit einem 
Fluoreszenzmikroskop (Axiosop Zeiss, Deutschland) oder mit einem konfokalen 

25 Laserscanningmikroskop (LSM 510 Zeiss, Deutschland) analysiert. Eine Alcianblau- 
farbung wurde mittels Standardverfahren durchgefuhrt. 

2. Transmissionselektronenmikroskopie 

OBs wurden auf Thermanox-Platten (Nalge None International, USA) mindestens 3 
30 Wochen lang kultiviert. An den Thermanox-Platten haftende Proben wurden durch 
Eintauchen in 0,1 M Cacodylat-Puffer, enthaltend 2,5 % Glutaraladehyd und 2 % Para- 
formaldehyd, bei pH 7,4 24 h lang inkubiert. Nach einer Nachfixierung in 1% OSO4, "en 
bloc"-An&bung mit 2% Uranylacetat und Dehydrierung in reinen Alkoholen wurden die 
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Proben in Araldite eingebettet. Nach Entfemung der Thermanox-Platte wurden Semithin- 
Schnitte entweder tangential oder senkrecht zur eingebetteten Zellkultur vorgenommen und 
mit Methylenblau und Azur 11 geschnitten. Ultradiinne Schnitte wurden aus den Regionen 
von Interesse ausgeschnitten, mit Bleicitrat angefarbt und unter einem Transmissions- 
5 elektronenmikroskop (Phillips, EM 109) untersucht. 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Isolierte pluripotente adulte Stammzellen, welche aus exokrinem Driisengewebe 
erhalten wurden. 

2. Pluripotente adulte Stammzellen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
das exokrine Driisengewebe von einem Wirbeltier, vorzugsweise einem Sanger, 
stammt. 

3. Pluripotente adulte Stammzellen nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
das exokrine Driisengewebe von einem Primaten, insbesondere einem Menschen, 
stammt. 

4. Pluripotente adulte Stammzellen nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das exokrine Driisengewebe aus einer Spdcheldriise, Tranendriise, 
Schweifidriise, Talgdriise oder aus gastro-intestinalem Gewebe, einschliefilich 
Pankreas, stammt. 

5. Pluripotente adulte Stammzellen nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das exokrine Driisengewebe acinares Gewebe ist. 

6. Pluripotente adulte Stammzellen nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
das acinare Gewebe aus dem Pankreas, der Ohrspeicheldriise oder Unterkiefer- 
speicheldriise stammt. 

7. Pluripotente adulte Stammzellen nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie das Vermogen zur Bildung von organoiden Korpem aufweisen. 

8. Pluripotente adulte Stammzellen nach einem der Anspriiche 1-7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie in der Lage sind, nach Kultivierung unter raumlichen 
Bedingungen, welche fur einen dreidimensionalen Kontakt der Zellen sorgen, in 
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einem Kultivierungsmedivim, das keine zusatzlichen Wachstums- oder 
Differenzierungsfaktoren enthalt, in Zelltypen aller drei Keimblatter zu 
differenzieren. 

9. Pluripotente adulte Stammzellen nach einem der Anspriiche 1-8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Zellen auch nach dem Einfrieren/Kiyokonservieren ihre 
Fahigkeit zur Selbstemeuerung und uneingeschrankten Teilung behalten und nicht 
differenzieren. 

10. Stammzellkultur, umfassend die Stammzellen nach einem der Anspriiche 1-9 in 
einem Kulturmedium, welches die stabile Aufrechterhaltung und Vermehrung der 
Zellen im wesentlichen ohne Differenzierung erlaubt. 

11. Stammzellkultur nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Kulturmedium keine Feederzellschicht umfasst. 

12. Stammzellkultur nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zellen fur mehr als 25 Passagen ihre Fahigkeit zur Selbstemeuerung und 
uneingeschrankten Teilung behalten. 

13. Stammzellkultur nach Anspruch 12, dadurch gekemizeichnet, dass die Zellen fur 
mehr als 50, vorzugsweise mehr als 100, Passagen ihre Fahigkeit zur 
Selbstemeuerung und uneingeschrankten Teilung behalten. 

14. Aus exokrinem Driisengewebe erhaltene primare Stammzellkultur, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Mehrzahl der in der Kultur vorliegenden lebenden Zellen 
undifferenzierte pluripotente adulte Stammzellen sind. 

15. Organoide Korper, gebildet von den Stammzellen nach einem der Anspriiche 1-9 
und erhaltlich durch Kultivierung dieser Stammzellen unter raumlichen 
Bedingungen, welche fiir einen dreidimensionalen Kontakt der Zellen sorgen. 
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16. Organoide Korper nach Anspruch 15, erhaltlich durch Kultivierung der 
Stammzellen in hangenden Tropfen, bewegter Suspensionskultur oder 
Oberflachenkultur auf Oberflachen, an denen die Zellen nicht oder schlecht haften. 

17. Organoide Korper nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zelleti dieser organoiden Korper nach dem Einfiieren/Kryokonservieren ihre 
Lebensfahigkeit und ihr Differenzierungsvennogen im wesentlichen behalten. 

18. Sekundare organoide Korper, erhaltlich aus den organoiden Korpem nach einem 
der Anspriiche 15-17 durch spontanes Wachstum in Oberflachenkultur auf 
Oberflachen ohne eingeschrankte Oberflachenadhasion. 

19. Verfahren zur Herstellung adulter pluripotenter Stammzellen nach einem der 
Anspriiche 1-9, dadurch gekennzeichnet, dass exokrines Driisengewebe 
entnommen, 

das entnommene Gewebe zerkldnert, 
das zerkleinerte Gewebe kultiviert und 
die in Kultur persistierenden Zellen kultiviert werden. 

20. Verfahren nach Anspruch 1 9, dadurch gekennzeichnet, dass 

das Gewebe so schonend zerkleinert wird, dass die Zellverbande in den 

resultierenden Gewebestiickchen weitgehend erhalten bleiben, und 

das zerkleinerte Gewebe zunachst unter geeigneten Bedingungen in Gewebe- 

kulturgefaBen kultiviert v^drd, wobei der GroJJteil der differenzierten Zellen schnell 

im Verlauf weniger Tage abstirbt und sich von den Stammzellen lost, wonach die 

Stammzellen sich am Boden der GewebekulturgefaBes festsetzen, 

und das restliche Gewebe und nicht-adharente differenzierte Zellen durch einen 

ersten Mediumwechsel weitgehend abgetrermt werden, und 

durch weitere Mediumwechsel in Abstanden von wenigen Tagen, vorzugsweise 

etwa 2-3 Tagen, restliche nicht-adharente Zellen abgetrennt werden, 

21. Verfahren zur Herstellung differenzierter Zellen aus den Stammzellen nach einem 
der Anspriiche 1-9, dadurch gekennzeichnet, daB die undifferenzierten Stammzellen 
unter raumlichen Bedingungen, welche fiir einen dreidimensionalen Kontakt der 
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Zellen sorgen, weiter kultiviert werden, bis sich organoide Korper bilden, die in 
Suspensionskultur ubertragen und dort weiter kultiviert werden. 

22. Verfahren zur Herstellung differenzierter Zellen aus den Stammzellen nach einem 
der Anspriiche 1-9, dadurch gekennzeichnet, daB die undifferenzierten Stammzellen 
in ein Differenzierungsmedimn iiberfuhrt und unter raumlichen Bedingungen, 
welche fur einen dreidimensionalen Kontakt der Zellen sorgen, weiter kultiviert 
werden, bis sich organoide Korper bilden, welche in Oberflachenkultur iiberfuhrt 
werden, wonach sich in der Oberflachenkultur aus auswachsenden einzelnen Zellen 
dieser organoiden Korper spontan sekundare organoide Korper, welche dieselben 
Eigenschaften wie die primaren organoiden Korper aufweisen, bilden, die dann 
weiter kultiviert werden konnen. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Kultivierung unter raumlichen Bedingungen, welche fur einen dreidimensionalen 
Kontakt der Zellen sorgen, die Kultivierung in hangenden Tropfen, bewegter 
Suspensionskultur oder die Oberflachenkultur auf Oberflachen, an denen die Zellen 
nicht oder schlecht haflen, ist. 

24. Differenzierte Zellen, erhaltlich aus den Stammzellen nach einem der Anspriiche 
1-9 gemaB dem Verfahren nach einem der Anspriiche 21-23. 

25. Differenzierte Zellen nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um 
Knochenzellen, z.B. Osteoblasten, Osteoclasten, Chondrozyten, Adipozyten, 
Fibroblasten, z.B. Haut- und Sehnenfibroblasten, Muskelzellen, Endothelzellen, 
Epithelzellen, hematopoetische Zellen, sensorische Zellen, endokrine und exokrine 
Driisenzellen, Gliazellen, neuronale Zellen, Oligodendrozyten, Blutzellen, 
Darmzellen, Herz-, Lungen-, Leber-, Nieren- oder Pankreaszellen handelt. 



26. Differenzierungskultur, umfassend die differenzierten Zellen nach einem der 
Anspriiche 24-25 und/oder die organoiden Korper nach einem der Anspriiche 15-18 
in einem Differenzierungsmedium. 
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27. Differenzierungskultur nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Differenzierungsmediiim keine zusatzlichen Wachstums- oder Differenzierungs- 
faktoren umfasst. 

28. Verfehren zur Behandlung einer Verletzung oder eines Krankheitszustands, 
Tunfassend die Verabreichung einer tlierapeutisch wirksamen Menge der 
Stammzellen nach einem der Anspriiche 1-9 oder der differenzierten Zellen nach 
einem der Anspriiche 24-25 an ein Individuum oder das extrakorporale 
Kontaktieren der Stammzellen oder davon abgeleiteten differenzierten Zellen nut 
einer Korperfliissigkeit des Individuums und die anschliefiende Riickfiihrung der 
Korperflussigkeit in das Individuum. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass die Stammzellen von 
autologem Gewebe des Individuums stammen. 

30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stammzellen in den Korper des Individuums eingebracht werden und dort in vivo 
differenzieren, um die Funktion eines fehlenden oder geschadigten Organs, 
Gewebetyps oder Zelltyps zu iibemehmen. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 28-30, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Behandlung das Immunsystem des Individuums wiederherstellt oder starkt. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 28-31, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stammzellen als Vehikel fiir ein therapeutisches Agens dienen. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass das therapeutische 
Agens DNA, RNA, ein Protein, Peptid oder ein niedermolekularer Arzneiwirkstoff 
ist. 



34. Verfahren nach einem der Anspriiche 28-33, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
um ein gentherapeutisches Verfahren handelt. 
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35. Verfahren nach einem der Anspriiche 28-34, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stammzellen gentechnisch manipuliert wurden, um bestiimnte Eigenschaften 
aufeuweisen. 

36. Verfahren nach einem der Anspriiche 28-35, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stammzellen zusammen mit einer physiologisch annehmbaren Matrix oder einem 
physiologisch annehmbaren Trager verabreicht werden. 

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 28-36, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Verabreichung der Stammzellen mittels lokaler Injektion, systemischer Injektion, 
parenteraler Verabreichung, oraler Verabreichung oder intrauteriner Injektion in 
einen Embryo erfolgt. 

38. Verfahren nach einem der Anspriiche 28-37, dadurch gekennzeichnet, dass der zu 
behandehide Krankheitszustand ein Tumor, eine Lebererkrankung, eine Binde- 
gewebserkrankung, eine kaidiovaskulare Erkrankung, neurodegenerative 
Erkrankung, metabolische Erkrankung, Autoimmunerkrankung, Anamie, 
Hamophilie, Diabetes, Ischamie, eine Entziindung, Infektionskrankheit, ein 
AlterungsprozeB, genetischer Defekt oder Transplantat-AbstoBung ist. 

39. Verwendung der Stammzellen nach einem der Anspruche 1-9, Stammzellkulturen 
nach einem der Anspriiche 10-13 oder der organoiden Korper nach einem der 
Anspruche 15-18 oder daraus erhaltener differenzierter Zellen zur Entwicklung 
gewebeahnlicher oder organahnlicher multizellularer Systeme in vitro. 

40. Verwendung nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, daB die multizellularen 
Systeme mehrere Arten von Zellen umfassen. 

41 . Verwendung der Stammzellen nach einem der Anspriiche 1 -9 oder daraus erhaltener 
differenzierter Zellen fiir das reproduktive Klonen eines nicht-humanen 
Organismus. 



42. Verwendung der Stammzellen nach einem der Anspruche 1-9, Stammzellkulturen 
nach einem der Anspriiche 10-13 oder der organoiden Korper nach einem der 
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Anspriiche 15-18 oder daraus erhaltener differenzierter Zellen als in vitro-System 
zrnn Tester! von Chemikalien, insbesondere zum Screenen von Arzneiwirkstoffen. 

43. Verwendung der differenzierten Zellen nach Anspruch 24-25 oder der 
Differenzierungskultur nach Anspruch 26-27 oder daraus erhaltener multizellularer 
Systeme zur Produktion gewiinschter Substanzen in vitro. 

44. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend die Stammzellen nach einem der 
Anspriiche 1-9 oder daraus erhaltene differenzierte Zellen sowie eine physiologisch 
aimehmbare Matrix oder einen physiologisch annehmbaren Trager. 

45. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 44, umfassend femer weitere 
Hilfsstoffe Oder Wirkstoffe. 

46. Kit, umfassend die Stammzellen nach einem der Anspriiche 1-9 oder die daraus 
erhaltenen differenzierten Zellen oder die pharmazeutische Zusammensetzung nach 
Anspruch 44 oder 45. 



Kit nach Anspruch 46, umfassend weitere Hilfsmittel oder Reagenzien, z.B. 
Reagenzien zur Kultivierung der Zellen oder diagnostische Reagenzien. 



wo 2005/001072 



1/8 



PCT/EP2004/003810 




wo 2005/001072 



2/8 



PCT/EP2004/003810 



4/ 
























SMA 


w 


merged + D API. 



FIG. 3 



wo 2005/001072 



3/8 



PCT/EP2004/003810 




FIG. 4 



wo 2005/001072 



4/8 



PCT/EP2004/003810 




FIG. 5 



wo 2005/001072 PCT/EP2004/003810 



wo 2005/001072 



6/8 



PCT/EP2004/003810 




FIG. 7 



wo 2005/001072 



7/8 



PCT/EP2004/003810 




FIG. 8 



wo 2005/001072 



8/8 



PCT/EP2004/003810 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



l^[ 



pff/EP 



lal Application No 

•/EP2004/003810 



A. CLASSIFICATION OFSUBJECT MATTER 

IPC 7 C12N5A)6 A61K35/39 






According to International Patent Classification (IPC) orto both nallona] classi 


[Icatlon and IPG 




B. RELDS SEARCHED 


Minimum documenlat'ion searclied (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12N A61K 


Documentation searclied otiier than minimum documentation to the extent tha 


t such documents are inc 


luded in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, MEDLINE 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVAMT 



Citation of document, wl 



Relevant to claim No. 



WO 00/78929 A (BONNER WEIR SUSAN ; TANEJA 
MONICA (US); JOSLIN DIABETES CT INC (US)) 
28 December 2000 (2000-12-28) 
page 19, line 17 - line 21 
page 34, line 10 - line 11 

BONNER-WEIR ET AL: "In vitro cultivation 
of human islets from expanded ductal 

tissue" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA, NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCE. WASHINGTON, US, 

vol. 97, no. 14, 5 July 2000 (2000-07-05), 

pages 7999-8004, XP002144480 

ISSN: 0027-8424 

page 8003, left-hand column, line 12 - 
line 13 

-/-- 



1-6,19, 
21,24,25 



1-6,19, 
21,24,25 



m 



Further documents are listed in the 



[)( I Patent family members are lis 



' Special categories of cited documents : 



later document published after the International filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
died to understand the principle or"" — 



or theory underlying the 



"E" earlier document but published on or afte 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

exhibilion or 



cannot be considered novel or cannot be consldeFed to 
involve an inventive step when the document is taken alone 
■Y' document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be consideted to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvbus to a peison sMlled 
in the art. 

'&' document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

28 July 2004 



ig of the international search repoil 

04/08/2004 



id mailing ac 

European Patent Office, P.B. 5818 Patertlaan 2 
NL-2280HVRIj5Wiik 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized Officer 



Nichogiannopoulou, A 



Foim PCT/ISAei 0 (second sheet) (Januaiy 2004) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



It^l^tional Application No 

pW/EP2004/003810 



C.{Continuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Citation of document, w 



GMYR V ET AL: "HUMAN PANCREATIC DUCTAL 
CELLS: LARGE-SCALE ISOLATION AND 
EXPANSION" 

CELL TRANSPLANTATION, ELSEVIER SCIENCE, 

US, 

vol. 10, no. 1, 2001, pages 109-121, 
XP001010271 
ISSN: 0963-6897 
figure 1 



Foim PCT/ISA/210 (continuation ol second sheet) (Januaiy 2004) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/EP2004/003810 



Although claims 19, 20 and 28-38 relate to a method for treatment of the 
human or animal body, the search was carried out and was based on the 
stated effects of the compound or composition. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

^^Information on patent family members 



ln|^tlonal 

pa/EP2 



Application No 

yEP2004/003810 



AU 
CA 
EP 
MO 



5632600 A 
2375509 Al 
1185622 Al 
0078929 Al 



■ 09-01-2001 
28-12-2000 
13-03-2002 
28-12-2000 



Form PCT/ISA/210 (palanl family annex) (January 2004) 



INTERNATIONAL ER RECHERCHENBERICHT 



Inlg^tl 



"/EP2004/003810 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N5/06 A61K35/39 




Nadi der Intemationalen Patenlklassinkatlon (IPK) odernach der nationalen Klas. 


slfikaltonLndderlPK 


B. RECHERCHIERTE QEBIETE 


IPK 7 C12N A61K 


Recherchierte aber nicht zum Mindeslpriifsloff gehorende VerSffentlichungen. sov 


veil diese unter die recheFchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbanl< (Name der 

EPO-Internal, WPI Data, PAO, BIOSIS, MEDLINE 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHEWE UNTERLAGEN 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erfbrderiicli unter Angabe der in Betraoht kommenden Teile 



WO 00/78929 A (BONNER WEIR SUSAN ; TANEJA 
MONICA (US); JOSLIN DIABETES CT INC (US)) 
28. Dezember 2000 (2000-12-28) 
Seite 19, Zeile 17 - Zeile 21 
Seite 34, Zeile 10 - Zeile 11 

BONNER-WEIR ET AL: "In vitro cultivation 
of human islets from expanded ductal 

tissue" 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA, NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCE. WASHINGTON, US, 

Bd. 97, Nr. 14, 5. Juli 2000 (2000-07-05), 

Seiten 7999-8004, XP002144480 

ISSN: 0027-8424 

Seite 8003, linke Spalte, Zeile 12 - Zeile 
13 

-/-- 



1-6,19, 
21,24,25 



1-6,19, 
21,24,25 



Sielie Aniiang Patentfamiiie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

■A" Veroffentlichung, die den allgemelnen Stand derTeclmikdennleit, 
aljer nictit als besonders bedeutsam i 

■E" alteres Dokument, das jedocti erst am 
Anmeldedatum veroffentliohl worden isl 

■L- Veroffentlichung, die geelgnet 1st, einen Priorttatsanspruch zweifelhatt er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen Im Recherchenberlcht genannten Veroffentlichung belegl werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefiltiri) 

■O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere " 
•P" Veroffenlllchunadie ■- " 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oderdem PnorSalsdatum veriilfentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnls des der 
Erflndung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugtundeliegenden 
Theorle angegeben ist 

*X* VerSffentlichungvon besondererBedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann allein aufgrand dieser Vereffenllichung nicht als neu oder auf 
erfinderischerTatigkeit beruhend betrachtet werden 

■Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
kann nicht als auf erfinderischerTatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffenlliohung mit einer oder mehreren anderen 
VefSffenlltehungen dieser l<ategorle In Verblndung gebrachtwird und 
dIese Verbindung fOr einen Pachmann nahellegend ist 
Veroffenlliohung, die Mitglied derselben PatentfamiBe Ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



28. Juli 2004 



Absendedatum des internatknialen Recherchenberichts 



04/08/2004 



id Postanschrift der Inl 

Europalsches PatentamI, P.B. 581S Patentlaan 2 

NL - 2280 HV Rliswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponi, 

Fax: (+31-70)340-3016 



Nichogiannopoulou, A 



Foimblatt PCT/ISA/210 (BlattS) (Janiiar2004) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



N^l 



tlonales Aktenzelchen 

■/EP2004/003810 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kalegorie" Bezeichnung der Veroffentlichung, a 



>lt erfoiderllch unter Angabe der In BetracM 



GMYR V ET AL: "HUMAN PANCREATIC DUCTAL 
CELLS: LARGE-SCALE ISOLATION AND 
EXPANSION" 

CELL TRANSPLANTATION, ELSEVIER SCIENCE, 

US, 

Bd. 10, Nr. 1, 2001, Seiten 109-121, 
XP001010271 
ISSN: 0963-6897 
Abbildung 1 



FomblaH PCT/lSA/21 0 (Fortsetang von Blalt 2) (Januar 2004) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



FekJ II Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht redierchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1] 



iemaB Artikel I7(2)a) wurde aus folgenden Grtinden fQr besHtninte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
. [71 AnsprOche Nr. 

— well sle sIch auf Oegenstande beziehen. zu deren Recherche die BehOrde nicht verpflichtet 1st, namlich 

Obwohl die Anspruche 19, 20 und 28-38 s1ch auf ein Verfahren zur Behandlung 
des raenschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt 
und grundete sich auf die angefQhrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusammensetzung . 

AnsprOche Nr. 

— well sle sloh auf 



' ^ weae^ s^ch'dabei urn abhangige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaSt sli 



Feld III Bemerkungen bei mangelnder Einheltlteiikeit der Erflndung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Bialt 1) 



Die Internationale Ftecherchenbeh6rde hat festgesteilt, daB diese internatlonale Anmeldung mehrere Erflndungan enthalt: 



■I internatlonale Recherchenbericht auf aJle reoherohierbaren Anspruche. 

□ Da fQr alle recherchierbaisn AnsprQche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnta, der eine 
zusdtzliche Recheichengebahr gerechtfertlgt hStte, hat die BehOtde nicht zur Zahlung einer solchen GebClhr aufgefOrdert 



3. ^ \Da der Antneider nur einlge der erforderilchen zusatzlichen Recherchengebi 
' — ' Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fOr die GebOhren e 
AnsprOche Nr. 



. I I Der Anmelder hat die erforderliohen zusfltzllchen Reoherchengebuhren nfcht rechtzeifig entriohtet Der internationaie Recher- 
— chenbericht besohrSnkt elch daher auf die in den Anspriichen zuerst ero/Shnte Erflndung; diese ist In folgenden AnsprOohen er- 



Bemerkungen hinsichtlieh einee Widerspruchs |^ Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder untsr Widerspruch geahlt. 

I [ Die Zahlung zusatzlioher RecherchengebQhren erfOlgte ohne Widerspmch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2)) (Januar 2004) 



INTERNATIONA^R RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu VeroffentlicW^en, die zur selben Palentfamilie gehoren 



:T/EP2004/003810 



AU 
CA 
EP 
MO 



5632600 A 
2375509 Al 
1185622 Al 
0078929 Al 



09-01-2001 
28-12-2000 
13-03-2002 
28-12-2000 



Fomnblatt PCT/ISA/21Q (Anhang Patantlamino) yanuar 2004) 



